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واکنش زنجیره‌ای پلیمراز8 هم‌زمان یکی از پرکاربردترین روش‌های اندازه‌گیری بیان ژن است؛ زیرا دارای دامنه دینامیکی 
وسیع و حساسیت و انتخابگری فوق‌العاده است و نیاز به پردازش پس از تکثیر ندارد و یا به پردازش کمی نیاز دارد. با این حال، 
استفاده بهینه از این مزایا مستلزم درک روشنی از چگونگی اجرای آزمایش واکنش زنجیره‌ای پلیمراز هم‌زمان و کاربرد صحیح 
این روش است. واکنش زنجیره‌ای پلیمراز هم‌زمان امکان تکثیر DNA هدف را طی واکنش به کمک مولکول‌های گزارشگر 
فلورسنت فراهم می‌کند. این مقاله در مورد اصول واکنش و دستگاه ریل تایم، سیستم تشخیص فلورسنت، روش‌های آنالیز داده 

و کاربردهای مختلف این روش بحث می‌کند.
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واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز  یکـی از قدرتمندترین روش‌ها در زیست‌شناسـی مولکولی اسـت. در PCR توالی‌های 
اختصاصـی از DNA الگـو یـا cDNA بـا اسـتفاده از الیگونوکلئوتیدهـای آغازگـر9 اختصاصـی و آنزیـم DNA پلیمراز 
پایـدار در برابـر حـرارت، طـی چرخه‌هـای دمایـی متوالـی هزار تـا یک میلیـون برابر تکثیر می‌شـوند. اسـاس واکنش 
زنجیـره‌ای پلیمـراز هم‌زمان10 مشـابه PCR معمولی اسـت با ایـن تفاوت کـه در آن جمع‌آوری داده هم‌زمـان با انجام 
 PCR .]1[ واکنـش صـورت می‌پذیـرد. بنابرایـن، در ایـن روش، تکثیـر و شناسـایی در یـک مرحلـه انجـام می‌شـود
Real-time شـامل یـک سـری از چرخه‌هـای دمایی اسـت کـه حداقل تا حـدود 30 چرخه تکرار می‌شـود. هر چرخه 
شـامل مرحلـه دناتوراسـیونDNA 11 )دو رشـته DNA از یکدیگـر بـاز می‌شـوند(، اتصـال توالی‌های آغازگـر به توالی 
هـدف و گسـترش آغازگرهـا با اسـتفاده از آنزیم DNA پلیمراز اسـت. انتخابگـری واکنش به اتصـال توالی‌های آغازگر 
بـه توالـی هدف و حساسـیت آن به توانایی تکثیر آنزیم وابسـته اسـت. آنالیـز محصولات در PCR معمولـی در انتهای 
واکنـش و بـا اسـتفاده از ژل الکتروفورز12 انجام می‌شـود. در حالـی که در Real-time PCR مقـدار محصول بعد از هر 
چرخـه بـا مشـاهده تغییـر در شـدت نور حاصل از ماده فلورسـنت مورد اسـتفاده در ایـن واکنش، قابل ارزیابی اسـت. 
بنابرایـن، کاربـر دسـتگاه بـا بررسـی واکنـش در ابتدای فـاز نمایـی13 می‌تواند مقـدار اولیه مـاده ژنتیکی مـورد آنالیز 

را بـا دقت بسـیار زیاد تعییـن کند ]2[.
منحنی تکثیر Real-time PCR به‌صورت سیگموئیدی بوده که از 4 قسمت تشکیل شده‌است: فاز پایه14، ابتدای 
 PCR فاز نمایی، فاز نمایی15 و فاز مسطح یا پلاتو16. در طول فاز پایه )معمولا 10 تا 15 چرخه اول( فقط واکنش
آغاز شده و انتشار نور فلورسنت در هر چرخه بالاتر از شدت فلورسنت زمینه نیست. در طی فاز نمایی در صورتی که 
کارایی واکنش 100 درصد باشد، میزان محصول دو رشته‌‌ای در هر چرخه دو برابر شده و به‌صورت نمایی افزایش 
می‌یابد یعنی به ازای n چرخه، 2n کپی DNA تولید می‌شود؛ بنابراین، در هر چرخه تعداد مولکول DNA هدف 2 
برابر می‌شود ]2[. در فاز مسطح، اجزای واکنش مصرف شده و به اتمام می‌رسد و دیگر محصولی تکثیر نمی‌شود؛ 
اشباع  مرحله  این  در   Real-time اصطلاح  به  و  نمی‌شود  مشاهده  فلورسنت  میزان  در  افزایشی  دیگر  بنابراین، 
شده‌است )شکل )1((. اندازه‌گیری‌های کمی براساس آنالیز سیگنال فلورسنت در ابتدای فاز نمایی انجام می‌شود، 
نقطه‌ای که شدت فلورسنت بالاتر از شدت فلورسنت زمینه17 بوده و نماینده تعداد کپی اولیه در نمونه است آستانه 

چرخه18 یا نقطه عبور19 نامیده می‌شود.

شکل )1(: منحنی تکثیر واکنش زنجیره‌ای پلیمراز هم‌زمان و فازهای مختلف آن. محورY، اختلاف 
نشر فلورسنت محصول از نشر فلورسنت پایه را در هر نقطه زمانی نشان می‌دهد.

 Real-time وسـایل و مـواد خاصـی مورد نیاز اسـت. از جمله دسـتگاه Real-time PCR به‌منظـور انجـام روش
PCR کـه در زمـان تکثیـر، قـادر بـه شناسـایی و ثبـت سـیگنال‌های فلورسـنت ‌باشـد. همچنیـن اجـزای واکنـش 
 DNA آنزیـم ،DNA شـامل آغازگرهـا، پروب‌هـای نشـان‌دار و یـا رنگ‌هـای متصـل شـونده بـه Real-time PCR

پلیمـراز و DNA هـدف اسـت ]2[.
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Real-time PCR دستگاه  
ایـن دسـتگاه دارای توانایی ایجاد چرخه‌های حرارتی و سیسـتم 
نـوری بـرای تحریک و جمع‌آوری نشـر امواج فلورسـنت اسـت که به 
منظـور جمـع‌آوری و تجزیـه و تحلیل داده‌ها بـا اسـتفاده از نرم‌افزار 

مخصـوص به یـک کامپیوتر متصل شده‌اسـت ]3[.

 چرخه حرارتی
اولیـن مولفـه‌ای کـه در سیسـتم عامل‌هـای PCR مـورد توجه 
موتـور حرارتـی، وظیفـه  اسـت.  موتـور حرارتـی  قـرار می‌گیـرد، 
و دسـتیابی  نمونـه  در جایگاه‌هـای  تنظیـم چرخه‌هـای حرارتـی 

سـریع بـه ایـن درجـه حرارت‌هـا را برعهـده دارد ]3[.
بـرای  ترموسـایکلر  یـک  از  ایـن دسـتگاه  از  بخـش دیگـری 
انجـام PCR تشـکیل شده‌اسـت. توانایی ترموسـایکلر بـرای حفظ 
پایـداری دمایـی در بیـن تمـام چاهک‌هـای نمونه‌هـا بویـژه برای 
Real-time PCR بسـیار مهـم اسـت، زیـرا هـر تفاوتـی در دمـا 
می‌توانـد منجـر بـه کارایـی متفاوتـی در تکثیـر PCR شـود. ایـن 
کار بـا اسـتفاده از یـک بلـوک گرمایشـی، هـوای گـرم شـده، یـا 
ترکیبـی از ایـن دو انجام می‌شـود ]4[. در روش بلوک گرمایشـی 
در ضمـن عبـور جریـان الکتریکـی از مـداری بـا دو رسـانای غیـر 
هـم جنـس، انرژی گرمایـی از یک اتصال گرفته شـده و در اتصال 
دیگـر جـذب می‌شـود کـه ایـن امـر باعـث می‌شـود اتصـال اول 
سـردتر و اتصـال دوم گرم‌تـر شـود. بنابرایـن، گرادیـان حرارتی از 
جریـان عبـوری ایجـاد می‌شـود ]5[. یکـی از محدودیت‌هـای این 
فنـاوری هدایت دمایی آهسـته بلوک گرمایشـی اسـت ]5[. علاوه 
بـر ایـن، لایـه عایق پلاسـتیکی بین چاهـک واکنـش و منبع گرما 
نیـز یـک تأخیـر حرارتـی اضافی ایجـاد می‌کنـد که سـبب انتقال 
نسـبتاً کنـد دمـا می‌شـود. همچنیـن بـرای بـه حداقـل رسـاندن 
بایـد  بلوک‌هـا  دیگـر،  بـه چاهـک  از چاهکـی  دمایـی  تغییـرات 
بسـیار دقیـق طراحـی شـوند ]3[. به‌طـور کلـی انتظـار مـی‌رود، 
بلوک‌هـای گرمایشـی در مقایسـه بـا روش هـوای گـرم شـده دما 
را آهسـته‌تر تغییـر دهنـد که این مسـئله سـبب طولانی‌تر شـدن 

مـدت زمـان عملکـرد ترموسـایکلر می‌شـود.

 سیستم نوری
توانایـی   ،Real-time PCR بـرای فنـاوری  نیـاز مهـم  یـک 
تشـخیص سـیگنال فلورسـنت و ثبـت پیشـرفت PCR اسـت. لذا 
 Real-time PCR دسـتگاه‌های  نـوری  سیسـتم  حیـث  ایـن  از 
انـرژی بـرای تحریـک )برانگیختگـی( و همچنیـن  شـامل ورود 
تشـخیص طـول مـوج خـاص منتشـر شـده در یـک طـول مـوج 

مشـخص اسـت ]4[.

 سیستم نرم‌افزاری
ابـزار Real-time PCR قطعـاً بـدون سـخت‌افزار رایانه، کسـب 
اطلاعـات مناسـب و نرم‌افـزار تجزیـه و تحلیـل، کامـل نخواهد بود. 
سیسـتم عامل‌هـای نرم‌افـزار بـا ارائـه خروجـی گرافیکـی از نتایـج 
شـامل منحنـی تکثیـر و منحنـی تفکیـک )نقطـه ذوب( سـعی در 

ساده‌سـازی تجزیـه و تحلیـل داده‌هـای Real-time PCR دارنـد. 
منحنـی تکثیـر بـا توجـه بـه تکثیـر توالـی هـدف، اطلاعاتـی ارائه 
می‌دهـد در حالـی کـه منحنـی تفکیـک، ویژگی‌هـای محصـول 

تکثیـر شـده نهایـی را نشـان می‌دهـد ]4[.

Real-time PCR سیستم تشخیص فلورسنت در  
امـروزه از روش‌هـای تشـخیص فلورسـنت متعـددی به‌منظـور 
شناسـایی DNA در Real-time PCR اسـتفاده می‌شـود. اسـاس 
مقـدار  بـا  متناسـب  فلورسـنت  سـیگنال  تولیـد  روش‌هـا،  تمـام 

محصـول PCR تشـکیل شـده، اسـت.
و  اسـتفاده  مـورد  فلورسـنت  عامـل  براسـاس  روش‌هـا  ایــن 
همچنیـن میـزان انتخابگری به دو گروه شـامل اسـتفاده مسـتقیم 
از مـاده فلورسـنت با قابلیـت اتصال به محصول DNA دو رشـته‌ای 
فلوروفـور  بـا  نشان‌دارشـده  الیگونوکلئوتیدهـای  از  اسـتفاده  و 
طبقه‌بنـدي می‌شـوند. روش تشـخیص، نقـش مهمـی در موفقیـت 

.]6[ می‌کنـد  ایفـا   Real-time PCR

 اسـتفاده مسـتقیم از مـواد فلورسـنت با قابلیـت اتصال 
به DNA دو رشـته‌ای

شـده،  تکثیـر   DNA تشـخیص  بـرای  روش  متداول‌تریـن 
دو   DNA بـه  اتصـال  هنـگام  کـه  اسـت  رنگ‌هایـی  از  اسـتفاده 
رشـته‌ای امـواج فلورسـنت سـاطع می‌کنـد. طیـف گسـترده‌ای از 
رنگ‌هـاي فلورسـنت متصـل شـونده بـه DNA به‌صـورت تجـاري 
 ،21  I سـایبرگرین  برومایـد20،  اتیــدیوم  شـامل  کـه  دارد  وجـود 
اسـت اواگریـن26  و  بیبـو25  باکسـتو24،  سـایتو23،   سـایبرگلد22، 

]7 و 8[ )شکل )2((.

شـکل )2(: عوامـل متصل شـونده بـه DNA دو رشـته‌ای به‌منظور انتشـار 
فلورسـنت. امواج 

واکنـش،  طـول  در  رشـته‌ای  دو   DNA تکثیـر  بـا  هم‌زمـان 
سـیگنالی توسـط رنـگ تولید می‌شـود که متناسـب با تعـداد کپی 
DNA بـوده و بـرای دسـتگاه Real-time PCR قابـل تشـخیص 
دو   DNA بـه  رنـگ  اتصـال  هنـگام  فلورسـنت،  بنابرایـن  اسـت. 
سـیگنال  شـدت  می‌یابـد.  افزایـش  معنـاداری  به‌طـور  رشـته‌ای، 
فلورسـنت بـه میـزان DNA دو رشـته‌ای موجـود بسـتگی دارد. از 
جملـه مزایـای ایـن روش ارزان، راحـت و حسـاس بودن آن اسـت. 
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البتـه یکـی از معایـب بـزرگ آن ایـن اسـت کـه بـا اتصـال بـه دو 
رشـته‌های جانبـی محلـول واکنـش، مثـل آغازگـر دایمـر و دیگـر 
باندهـای غیراختصاصـی، غلظـت غیرواقعـی از نمونـه مـورد آنالیـز 
را برایمـان تخمیـن می‌زنـد. بنابرایـن، طراحـی مناسـب آغازگـر و 
انتخـاب سیسـتم شناسـاگر بـا کیفیـت، در بهینه‌سـازی سیسـتم 
دایمـر  تـا حتی‌المقـدور کمتریـن  دارد  اهمیـت  بسـیار  واکنـش، 

ناشـی از آغازگـر و محصـول غیـر اختصاصـی ایجـاد شـود ]9[.
امــا بــا وجــود  پرکاربردتریـن رنـگ، سـایبرگرین Ӏ اسـت، 
محبوبیــتش، داراي محـدودیت‌هـــایی از قبیــل پایداري محدود 
و همچنیـن قابلیـت مهارکنندگی PCR اســت. اخیـــراً مشـخص 
شـده کــه رنـگ‌هــاي اواگــرین و سـایتو نسـبت به سـایبرگرین 
 DNA پایــداري و حساســیت بـیشتــري بـراي سـنجش کمـی Ӏ
 DNA دارند. اواگــرین، نسـل سـوم از رنگ‌هـاي متصل شـونده به
دو رشـته‌ای اسـت و یکـی از ویژگی‌هـای آن، قابلیـت مهارکنندگی 

کمتــر PCR در مقایسـه با ســایبرگرین Ӏ اســت ]10 و 11[.
از رنگ‌های متصل شونده به DNA، می‌توان به‌منظور شناسایی 
شناسایی  جهش،  شناسـایی  ژن،  بیان  بررسی  عفونی،  عوامل 
پلی‌مورفیسم تک نوکلئوتیدي و همچنین شناسایی ارگانیسـم‌هـاي 

اصـلاح شـده از نظـر ژنتیکـی استفاده کرد ]14-12[.

بـا  شـده  نشـان‌دار  الیگونوکلئوتیدهـای  از  اسـتفاده   
فلوروفـور

فلوروفورهـا، مولکول‌هـاي فلورسـنت کوچکی هســتند و براي 
ایـن کـه در روش Real-time PCR به‌صــورت شناسـاگر عمــل 
کننـــد بایـــد بـــه الیگونوکلئوتیــدها متصــل شـــوند. دو نوع 
فلوروفـور بـه نام‌هـاي گزارشـگر27 و خامـوش کننـده28 وجـــود 
دارنــــد. الیگونوکلئوتیدهـاي متصـل بـه فلورسـنت بـه سـه گروه 
آغازگـر- گزارشـگر، گزارشـگر-خاموش‌کننده و آنالوگ‌هـاي اسـید 

نوکلئیـک طبقه‌بنـدي می‌شـوند ]14 و 15[.

 سیستم تشخیص بر پایه آغازگر-گزارشگر
آغازگر-گزارشگر،  بر  مبتنی  فلورسنت  تشخیص  فناوری‌های 
فراهم  را   RNA و   DNA اختصاصی  و  حساس  بسیار  تشخیص 
آغازگر  به یک  فلوروفور گزارشگر،  این سیستم‌ها،  نموده است. در 
که مختص بخشی از توالی نمونه مورد آنالیز است، متصل می‌شود 
و در طی تکثیر به محصول PCR متصل و فلورسنت از این طریق 
ساختارهای  از  سیستمی  چنین  ساخت  برای  می‌یابد.  افزایش 
لوکس30، )اسـوکرویپن29،  سری  سنجاق   آغازگر-گزارشگر 

آمپلیفلور 31(، انگلر32 و سایکلوکن33 استفاده می‌شود ]15[.
آغازگر-گزارشـگرهای آمپلیفلـور، دارای یـک فلوروفـور و یـک 
خامـوش کننـده متصـل به یـک آغازگر هسـتند. این نـوع آغازگر-

گزارشـگرها بـرای اینکـه فلوروفـور را در نزدیکـی خامـوش کننـده 
قرار دهد، از پیکربندی سـنجاق سـری اسـتفاده می‌کند. سـیگنال 
فلورسـنت هنگامـی که آغازگـر به حالت تانشـده اسـت و فلوروفور 
و خامـوش کننـده دور از هـم بـوده و در ترکیب با محصـول تکثیر 

شـده، افزایـش می‌یابـد ]16[ )شـکل )3((.

شکل )3(: آغازگر-گزارشگر آمپلیفلور.

آغازگر-گزارشـگرهای لوکـس، از یـک آغازگـر نشـان‌دار شـده 
بـا یـک فلوروفـور گزارشـگر نزدیک بـه انتهـای  3َ در یک سـاختار 
آغازگـر- برخالف   .]17[ شده‌اسـت  تشـکیل  سـری  سـنجاق 

گزارشـگرهای اسـکورپیون و آمپلیفـور، آنهـا نیـازی بـه وجـود یک 
خامـوش کننـده داخلـی ندارنـد. پیکربندی سـنجاق سـری به‌طور 
موثر سـیگنال فلورسـنت را قبـل از انجام PCR بـدون اینکه نیازی 
بـه قسـمت خامـوش کننـده مجزا باشـد، خامـوش می‌کنـد ]18[. 
سـاختار سـنجاق سـری توانایـی کاهـش سـیگنال فلورسـنت در 
حالـت آزاد و افزایـش نمایـی سـیگنال در حالـت اتصـال آغازگـر-
گزارشـگر بـه توالی هـدف را ایجـاد می‌کند. بیشـینه مقدار انتشـار 
 DNA در  لوکـس  آغازگر-گزارشـگر  ترکیـب  از  پـس  فلورسـنت 
دو رشـته‌ای ایجـاد می‌شـود و شـدت فلورسـنت در طـول مرحلـه 

اندازه‌گیـری می‌شـود )شـکل )4(( ]18[. گسـترش 

شکل )4(: آغازگر-گزارشگر لوکس.

 سیستم تشخیص بر پایه گزارشگر-خاموش‌ کننده
نیـز  ‌کننـده  گزارشـگر-خاموش  بـر  مبتنـی  سیسـتم‌های 
تشـخیص بسـیار حسـاس و اختصاصـی DNA و RNA را فراهـم 
نمـوده اسـت. بـا این حـال، نشـان‌دار بـودن دوطرفـه و ویژگی‌های 
پیچیـده طراحـی، آنها را نسـبت به سیسـتم‌های مبتنی بـر آغازگر 
یـا رنگ‌هـای متصل شـونده بـه DNA، گران‌تر و دشـوارتر می‌کند.
کننـده،  گزارشـگر-خاموش‌  پایـه  بـر  تشـخیص  سیسـتم 
الیگونوکلئوتیدهایـی هسـتند کـه دارای دو نوع فلوروفور گزارشـگر 
و خامـوش ‌کننـده هسـتند. وقتـی گزارشـگر و خامـوش کننده در 
فاصلـه مولکولـی نزدیکـی قـرار می‌گیرنـد )در حالـت اتصـال بـه 
گزارشـگر(، نـوری کـه از دسـتگاه بـه گزارشـگر برخـورد می‌کنـد، 
باعـث ایجاد تابشـی می‌شـود که طـول موج این تابـش در محدوده 
تحریـک خامـوش کننده اسـت و مولکـول خاموش کننـده این نور 
را جـذب و تابشـی بـا طـول مـوج بلندتـر سـاطع می‌کند کـه قابل 
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ارزیابـی با اسـتفاده از دسـتگاه نیسـت. پـس از جدایی گزارشـگر و 
خامـوش‌ کننـده، بـه دلیـل فعالیـت اگزونوکلئـازی آنزیـم پلیمـراز 
در مرحلـه گسـترش پرایمـر، نـور سـاطع شـده از گزارشـگر قابـل 
جـذب توسـط خامـوش کننده نیسـت و توسـط دسـتگاه به‌صورت 

فلورسـنت قابـل اندازه‌گیـری اسـت.
ــگر‌های  ــاي گزارش ــه نام‌ه ــگر ب ــوع گزارش ــی دو ن ــور کل به‌ط
و  تک‌مــن34(  گزارشــگرهای  مثــال،  )به‌عنــوان  هیدورلیــز 
ــیون35،  ــگرهای هیبریداس ــیون )گزارش ــگرهای هیبریداس گزارش

بیکــن مولکولــی36، های-بیکــن37( وجــود دارد ]19[.
سیسـتم‌های مبتنـی بـر هیدرولیـز، مثل سیسـتم‌های تک‌من، 
علاوه‌بـر عامـل فلورسـنت )گزارشـگر( واجـد بخـش دیگـری به نام 
خامـوش‌ کننـده هسـتند. بخش‌هـای گزارشـگر و خامـوش‌ کننده 
بـه ترتیـب بـه سـر ′5 و ′3 آغازگرهـا متصـل می‌شـوند. مادامی که 
ایـن اتصـال برقـرار اسـت گزارشـگر فعالیـت فلورسـنت نـدارد. اما 
وقتـی آغازگـر به توالـی مکمل اختصاصـی خود متصل می‌شـود به 
واسـطه فعالیـت '5 نوکلئـازی آنزیـم پلیمـراز، از آغازگر جدا شـده 
و سـیگنال فلورسـنت آن فعـال می‌شـود. لـذا با افزایـش هر چرخه 
از واکنـش PCR میـزان سـیگنال فلورسـنت افزایـش می‌یابد ]19 

و 20[ )شـکل )5((.

.TaqMan -شکل )5(: گزارشگر هیدورلیز
 

در گزارشـگرهای هیبریداسـیون یا FRET، فلورسنت گزارشگر 
در طـول مرحلـه اتصـال آغازگـر و مرحلـه گسـترش اندازه‌گیـري 
می‌شـود. مزیـت اصلـی اسـتفاده از ایـن گزارشگرهــا در مقایســه 
بــا گزارشگرهاي هیدرولیز، توانــایی آنــالیز کمی قطعـات تکثیـر 
شــده بواسطه رسم منحنی‌هاي ذوب است. میزان نــور فلورسـنت 
اندازه‌گیري شـده ارتباط مستقیمی با میــزان تکثیــر DNA هدف 
طی واکنش Real-time PCR دارد. در این سیسـتم گزارشـگرهای 
FRET به‌صـورت دو قطعـه گزارشـگر مختلـف طراحـی می‌شـود. 
گزارشـگر فلورسـنت در انتهـای ′5 و′3 هـر دو آغازگـر بالادسـتی 
و پایین‌دسـتی قـرار دارد ]21[. هنـگام اتصـال ایـن دو در محـل 
موردنظـر، نزدیکـی فاصلـه ایـن دو مـاده باعـث واکنشـی بـه نـام 

FRET می‌شـود )شـکل )6((.

.FRET شکل )6(: گزارشگر هیبریداسیون-گزارشگرهای
 

ایـن واکنـش یـک فلوروفـور دهنـده در حالـت  در واقـع در 
الکترونـی برانگیختـه می‌توانـد انـرژی برانگیختگـی را بـه فلوروفور 
گیرنـده در نزدیکـی خـود منتقـل کنـد و طـول موج سـاطع شـده 
از یـک رنـگ به‌عنـوان محـرک رنـگ دیگـر اسـت. برخالف موارد 
میـزان  تعـداد محصـول هـدف  افزایـش  بـا  ایـن روش  قبـل، در 
ایـن  و 23[. طراحـی  فلورسـنت کاهـش می‌یابـد ]22  سـیگنال 
گزارشـگرها به‌گونـه‌ای اسـت کـه درصـورت تفـاوت حتـی در یک 
نوکلئوتیـد، گزارشـگر بـه DNA متصل نمی‌شـود، بنابراین نسـبت 
بـه روش‌هـای قبلـی از انتخابگـری بیشـتری برخوردار اسـت. یکی 
از کاربردهـای ایـن گزارشـگرها در تشـخیص پلیمورفیســم تــک 

نوکلئوتیــدي38 اسـت ]24[.

 سیستم تشخیص بر پایه آنالوگ‌هاي اسید نوکلئیک
آنالوگ‌هـاي اسـید نوکلئیـک از نظـر سـاختاری بـا نوکلئیـک 
اسـیدهایی کـه به‌طـور طبیعـی RNA و DNA را ایجـاد می‌کننـد، 

هستند. مشـابه 
یک آنــالوگ ممکــن اســت تغییراتــی در اسـکلت فسـفات، 
قند پنتوز )ریبــوز یــا د ئوکســی ریبـوز( یــا بازهاي نوکلئوتیدي 
 DNA داشـته باشـد. به‌طور طبیعـی، آنالوگ‌هــا همـه ویژگی‌های
طبیعــی را دارنــد، امـا در مایعــات بیولوژیک پایدارتر بوده و براي 
مکمل بودن با اهداف اسید نــوکلئیک میــل زیـادي دارنـد ]25[. 

انــواعی از آنـالوگ‌هــاي نوکلئیـک اســید به شـرح زیر است:
1) 2′-O-methyl oligodeoxyribonucleotides or 2′- O-methyl RNA 
2) Peptide Nucleic Acids (PNAs) 
3) 2′-Fluoro N3-P5′-phosphoramidites 
4) 1,5-anhydrohexitol nucleotides (HNAs)
5) Phosphorodiamidate Morpholino Oligomer (PMO) 
6) Locked Nucleic Acids (LNAs) 
7) Zip nucleic acids (ZNAs)
8) Non-natural bases: isoguanine and 5′- methylisocytosine 

  PNAs،LNAs ،ZNAs شـامل  آنالوگ‌هـا،  ایـن  از  برخـی 
 Real-time PCR بـه‌صــورت رایــج بــراي کاربردهـاي مختلـف
در سیسـتم‌های مشـابه آغازگر-گزارشـگر یـا گزارشـگرها اسـتفاده 

می‌شـوند.
بـا  مشــابه  نوکلئیک‌هـا  اسـید  آنالوگ‌هـای  عمـل  سـازوکار 
گزارشـگرها  اسـت.  آغازگر-گزارشـگرها  یـا  گزارشـگر‌ها  عملکـرد 
یـا آغازگر-گزارشـگرهای حـاوی آنالوگ‌هـای اسـید نوکلئیـک در 
برابـر نوکلئازهـا و پروتئازهـا مقاومـت بیشـتری دارنـد و می‌تواننـد 
بـا تعـداد کپـی کمتر DNA نسـبت بـه گزارشـگرهای اسـتاندارد / 
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.]27 و   26[ کننـد  برهم‌کنـش  آغازگر-گزارشـگرها 

Real-time PCR ویژگی آغازگرها و گزارشگرها در 
یکـی از عوامـل مهـم در واکنـش Real-time PCR، طراحـی 
آغازگـر و گزارشـگر مناسـب اسـت. مهم‌ترین نکاتی کـه در طراحی 
آغازگـر و گزارشـگر بایـد مدنظـر واقـع شـوند شـامل مـوارد ذیـل 

ست: ا
 طـول محصـول PCR تقریبـا 50 تـا150 جفـت بـاز باشـد، 
زیـرا تکثیـر محصـولات بلندتـر به‌صـورت کارآمـد انجام نمی‌شـود؛
 طـول آغازگر تقریبا 18 تا 24 نوکلئوتید باشـد، بهینه‌سـازی 
خیلـی  آغازگرهـای  و  بـوده  دشـوار  کوتـاه  خیلـی  آغازگرهـای 
 بلنـد نیـز ممکـن اسـت منجـر بـه تشـکیل سـاختارهای ثانویـه یا 

آغازگر-دایمر شوند؛
موتیف‌هـای39  ثانویـه،  سـاختارهای  فاقـد  هـدف  توالـی   
تکـراری و هموپلیمرهـا )به‌عنوان مثـال، پلی گوانین( باشـند. برای 
تأییـد انتخابگـری آغازگرهـا، جسـتجوی توالـی آغازگرهـا در میان 
توالی‌هـای اسـید نوکلئیـک به‌منظور بررسـی تشـابه توالـی با یکی 
از پایگاه‌هـای داده‌ ماننـد ابـزار پایـه‌ای بـرای جسـتجوی هم‌ترازی 
موضعـی40 در سـایت مرکـز ملـی اطلاعـات بیوتکنولوژی41انجـام 
گیـرد تـا اطمینـان حاصل شـود که آغازگرهـا فقط به هـدف مورد 

می‌شـوند؛ متصل  نظـر 
 دمـای ذوب جفـت آغازگرهـای روبـه جلـو42 و معکـوس43 
بایـد مشـابه باشـند )با اختالف دمای حـدود 5 درجه سـانتیگراد( 
و تقریبـاً حـاوی 35 تـا 65 درصـد GC باشـند. توجـه شـود کـه 
آغازگرهـای بـا محتـوای GC بـالا می‌تواننـد هیبریدهـای پایـدار 
تشـکیل دهنـد. از طـرف دیگـر محتـوای پاییـن GC باعـث اتصال 

ضعیـف آغازگـر می‌شـود؛
 توالی‌هـای جفـت آغازگـر بایـد از نظـر عـدم مکمـل بودن و 

هیبریداسـیون بیـن آغازگرهـا )آغازگر-دایمر( بررسـی شـوند؛
اگزون‌هـا  بـه  اسـت  بهتـر  شـده  طراحـی  آغازگرهـای   
)توالی‌هـای  اینتـرون  طـرف  دردو  ژن(  کدکننـده  )توالی‌هـای 
غیرکـد کننـده ژن( متصل شـوند و یـا در مرز بیـن 2 اگزون مجاور 
در mRNA قـرار گیرنـد تـا تفـاوت بیـن تکثیـر cDNA و آلودگـی 

DNA ژنومـی مشـخص شـود؛
 نتایـج مطلـوب ممکـن اسـت بـه غلظـت آغازگر بیـن 50 تا 
500 نانومـول نیاز داشـته باشـد. غلظـت نهایـی 200 نانومول برای 

هـر آغازگـر برای بیشـتر واکنش‌ها مناسـب اسـت؛
 دمـای ذوب گزارشـگر به‌طـور کلـی باید تقریبـا C°10 بالاتر 

از آغازگـر رو بـه جلو یا معکوس باشـد؛
 نوکلئوتیـد G نبایـد در انتهـای '5 گزارشـگر قـرار گیرد؛ زیرا 
ایـن امـر باعـث خامـوش شـدن فلورسـنت یا فلورسـنت گزارشـگر 

می‌شـود؛
 گزارشـگر نبایـد قابلیـت اتصـال به خـود44 و ایجاد سـاختار 
ثانویه را داشـته باشـد. تشـکیل سـاختار ثانویه ممکن است کارایی 
اتصـال گزارشـگر را کاهـش داده و منجـر بـه کاهـش حساسـیت 

سنجش شـود ]28[.

نرم‌افزار‌هـای  ماننـد  آغازگـر،  نرم‌افـزاری طراحـی  برنامه‌هـای 
الیگوپرفکـت45 و پریمـر اکسـپرس46 و نرم‌افـزار تجزیـه و تحلیـل 
را  توالـی هـدف  Vector NTI می‌تواننـد  نرم‌افـزار  ماننـد  توالـی، 
به‌طـور خـودکار ارزیابـی کنند و بر اسـاس معیارهای ذکر شـده در 
بـالا، آغازگـر و/یا گزارشـگر را طراحی کننـد. با اسـتفاده از نرم‌افزار 
طراحـی آغازگـر / گزارشـگر، اطمینـان حاصـل خواهـد شـد کـه 
آغازگرهـا بـرای توالـی هـدف اختصاصـی بـوده و از سـاختار ثانویه 
داخلـی برخـوردار نیسـتند. طراحی مناسـب آغازگر به ویـژه هنگام 
اسـتفاده از رنگ‌هـای متصـل شـونده بـه DNA بـرای تشـخیص 

محصـول PCR اختصاصـی بسـیار مهـم اسـت ]28 و 29[.

  آنالیز داده‌ها	
 Real-time PCR همان‌طـور کـه قبال توضیـح داده شـد، در
 DNA مقـدار محصـول در ابتـدای فـاز نمایـی متناسـب بـا مقـدار
 PCR اولیـه در شـرایط ایده‌آل اسـت. در طـی فاز نمایـی، محصول
درصـورت کارآیـی کامـل، یعنی 100 درصـد، دو برابر خواهد شـد. 
امـکان انجـام واکنـش با کارایـی تکثیـر نزدیک بـه 100 درصد در 
فـاز نمایـی با توجـه به شـرایطPCR ، مشـخصات آغازگـر، خلوص 
 cDNA ژنومـی و هم DNA الگـو و طـول محصول وجـود دارد. هم
شـوند  اسـتفاده   Real-time PCR الگوهـای  به‌عنـوان  می‌تواننـد 

]30 و 31[.
اسـاس Real-time PCR، یـک ارتبـاط مسـتقیم مثبـت بیـن 
در  کـه  اسـت. همان‌طـور   PCR تعـداد محصـول  بـا  رنـگ  یـک 
شـکل )1( نشـان داده شده‌اسـت، نمـودار سـیگنال فلورسـنت در 
مقابـل تعـداد چرخـه، یـک محـدوده خطـی را ارائـه می‌دهـد کـه 
در آن لگاریتـم شـدت فلورسـنت مرتبـط بـا مقـدار DNA اولیـه 
اسـت. سـپس می‌تـوان یک مبنـا47 و یک آسـتانه48 را بـرای تجزیه 
بیشـتر تنظیـم کـرد. عـدد چرخـه در سـطح آسـتانه  و تحلیـل 
فلورسـنت مبتنـی بـر لگاریتـم به‌عنـوان عـدد Ct تعریف می‌شـود، 
 Real-time PCR که مقدار مشـاهده شـده در بیشـتر آزمایش‌های

اسـت و بنابرایـن معیـار آمـاری اولیـه اسـت ]32[.
داده‌هـای Real-time PCR بـه دو صـورت مطلق49 و نسـبی50 
تعییـن کمیت می‌شـوند. در تعیین کمـی مطلق، از اسـتانداردهای 
تولیـد  بـرای  بـا غلظت‌هـای شـناخته شـده  رقیـق شـده سـری 
یـک  اسـتاندارد  منحنـی  می‌شـود.  اسـتفاده  اسـتاندارد  منحنـی 
رابطـه خطـی بیـن Ct و مقادیـر اولیـه کل RNA یـا cDNA ایجاد 
می‌کنـد و امـکان تعییـن غلظـت نمونه‌های ناشـناخته‌ را براسـاس 
مقادیـر Ct آنهـا فراهـم می‌کنـد. ایـن روش فرض می‌کنـد که همه 
اسـتانداردها و نمونه‌هـا دارای کارآیـی تکثیـر تقريباً برابر هسـتند. 
عالوه بـر ایـن، غلظـت اسـتانداردهای اسـتفاده شـده بایـد غلظت 
نمونه‌هـای آزمایشـی را در برگیـرد و در محدوده قابـل اندازه‌گیری 
و قابـل تشـخیص بـرای دسـتگاه Real-time PCR باشـد ]32[. 
کمی‌سـازی مطلـق در مـواردی کـه نیـاز بـه تعییـن دقیـق تعـداد 
کپـی رونوشـت باشـد مهـم اسـت. بـا این حال کمی‌سـازی نسـبی 
بـرای بیشـتر مطالعـات فیزیولوژیکی و آسیب‌شناسـی کافی اسـت. 
کمی‌سـازی نسـبی، بـر مبنـای مقایسـه بیـان ژن هـدف در مقابل 
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ژن مرجـع )ژن مرجـع یک کنتـرل داخلی واکنش اسـت که دارای 
توالـی متفـاوت از توالـی هدف بـوده و میـزان بیان آن تحـت تأثیر 
عوامـل آزمایـش قـرار نمی‌گیـرد( در نمونه‌هـای تیمـار در مقابـل 

نمونـه کنترل اسـت ]33[.
آزمایش‌هـای  بیشـتر  بـرای  نسـبی  کمی‌سـازی  کـه  آنجـا  از 
و  تجزیـه  روش  چندیـن  می‌شـود،  اسـتفاده   Real-time PCR
تحلیـل داده گسـترش یافته اسـت. دو مدل ریاضـی در این زمینه، 
مـدل کارایـی کالیبـره شـده51 ]33[ و مـدل ΔΔCT ]34[ اسـت. 
سیسـتم‌های آزمایشـی هـر دو مدل مشـابه هسـتند. ایـن آزمایش 
 DNA، شـامل یـک نمونـه کنتـرل و یـک نمونـه تیمـار اسـت. از
cDNA و یـا قطعـه اسـتخراج از ژل هـر یـک از ژن‌هـای هـدف و 
ژن مرجـع رقت‌هـای متوالـی تهیه می‌شـود. معمـولاً چندین تکرار 
برای هر غلظت تهیه شـده و سـپس منحنی اسـتاندارد با اسـتفاده 
از Ct و مقادیـر اولیـه تهیـه می‌شـود تـا کارایـی تکثیـر مشـخص 
شـود. کارایـی تکثیـر PCR را می‌توان به‌صورت درصـد )از 0 به 1( 
یـا براسـاس زمـان افزایش محصول PCR در هـر چرخه )از 1 به 2( 
تعریـف کـرد. با این حال، بسـیاری از PCRهـا دارای کارآیی تکثیر 
ایده‌آل نیسـتند و محاسـبات بدون ضریب تصحیح مناسـب ممکن 
اسـت غلظـت شـروع را بیش از حـد ارزیابی کنـد. مدل‌های ریاضی 
فعلـی، فرضیاتـی در مـورد سـینتیک واکنـش نشـان می‌دهنـد و 

معمـولاً بـه اندازه‌گیـری دقیـق آن نیاز دارنـد ]35[.
به‌طـور سـنتی، بـازده تکثیـر واکنـش بـا اسـتفاده از داده‌‌هـای 
جمـع‌آوری شـده از یـک منحنـی اسـتاندارد بـا فرمـول زیـر ]32[ 

محاسـبه می‌شـود:

فرمول )1(

بازدهـی واکنـش تکثیـر از حالـت پایـدار نسـبی در فـاز نمایی 
تغییـر یافتـه و بـه تدریـج به صفـر کاهـش می‌یابد. ایـن کاهش به 
دلیـل اتمـام اجـزای واکنش PCR و کاهـش فعالیت آنزیـم پلیمراز 

و رقابـت بـا محصولات PCR اسـت.
مـدل کارایـی کالیبـره شـده با یک مـدل ΔΔCT تعمیـم یافته 
اسـت. مقـدار Ct ابتـدا در برابـر cDNA ورودی رسـم می‌شـود )یا 
لگاریتـم cDNA ورودی(، و شـیب نمـودار بـرای تعییـن کارایـی 

تکثیـر )E( محاسـبه می‌شـود.
ΔCT بـرای هـر ژن )هـدف یا مرجع( با کسـر مقـدار Ct نمونه 
کنتـرل از نمونـه تیمار محاسـبه می‌شـود. همان‌طور کـه در فرمول 
)2( نشـان داده شده‌اسـت، نسـبت بیان ژن هدف در تیمار نسـبت 
 E( بـه گـروه کنتـرل می‌توانـد از نسـبت بیـن کارایـی ژن هـدف
 E( و کارایـی ژن مرجع )هدف ΔCT( هـدف ΔCT بـه توان )هـدف
مرجـع( بـه تـوانΔCT  مرجـع )ΔCT  مرجـع( مطابـق فرمول )2( 

حاصل شـود ]32 و 36[.

فرمول )2(

 PCR اگـر هـر دو ژن هـدف و مرجـع به بالاتریـن بـازده تکثیر
برسـند، امـکان اسـتفاده از مـدل ΔΔCT وجـود خواهد داشـت. در 
ایـن شـرایط، هـر دو کارایـی هـدف و کنتـرل برابـر با 2 اسـت که 
نشـان دهنـده دو برابـر شـدن محصـول در طـی هـر چرخه اسـت. 
سـپس نسـبت بیان مسـاوی مشـتق شـده از ΔΔCT-2 وجود خواهد 

داشـت ]32 و 37[.

فرمول )3(

Real-time PCR   کاربردهای روش	
به‌صـورت  ژن  بیـان  بررسـی  بـرای   Real-time PCR روش 
میکروب‌شناسـی،  پزشـکی،  جملـه  از  مختلـف  علـوم  در  کمـی 
پزشـکی قانونی، دامپزشـکی و غیره اسـتفاده می‌شـود که در ادامه 

به‌صـورت مختصـری در مـورد آنهـا توضیـح داده می‌شـود.

 پزشکی وعلوم پایه
روش‌هـای تکثیـر نوکلئیـک اسـید باعـث ایجاد تحولـی بزرگ 
در تشـخیص بـه خصـوص در زمینه پزشـکی شـخصی شـده52 که 
در عصـر جدیـد بسـیار مـورد توجـه اسـت، شده‌اسـت. درایـن علم 
به‌صـورت مرحلـه بـه مرحله، شـانس انتخـاب داروی مناسـب برای 
بیمـار افزایـش می‌یابـد. به‌عنـوان مثـال، عـوارض جانبـی دارو کـه 
یکـی از علـل مـرگ و میـر اسـت در اثـر  تغییـر بیـان در فنوتیـپ 
Real-time PCR در  ایـن مـوارد روش  خاصـی رخ می‌دهـد. در 
ترکیـب بـا دیگـر روش‌هـای مولکولـی امـکان کنتـرل تداخالت 
دارویـی و پاسـخ‌های فـردی به دارو را ممکن می‌سـازد ]38 و 39[.

 تشخیص و درمان سرطان
سرطان حاصل تجمع پلی‌مورفیسم‌های ارثی و غیرارثی یا جهش 
در روند چرخه سلولی، سازوکارهای تعمیر DNA و همچنین ژن‌های 
سیگنالینک سلولی است که علیرغم پیشرفت تست‌های تشخیصی، 
اصلی  علل  از  یکی  هنوز  پیشرفته  داروهای  و  جراحی  روش‌های 
مرگ و میر در دنیا است. همچنین تشخیص زودهنگام سرطان و 
 میزان پیشرفت آن به دلیل پیچیدگی و هتروژنسیتی مشکل است.
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 Real-time PCR یک روش با حساسیت و اختصاصیت بالا برای 
تشخیص در حد یک مولکول DNA است. بیشتر سرطان‌ها با بیان 
ازآنجا که حساسیت ردیابی  ژن‌های مارکر قابل تشخیص هستند. 
مجموعه‌های  نیست،  کافی  کلینیکی  کاربردهای  برای  مارکر  یک 
چند ژنی برای بیشتر بدخیمی‌های رایج طراحی شده‌اند که دقت 
اکنون  افزایش می‌دهند. هم  را  اولیه سرطان  مراحل  تشخیص در 
 Real-time PCR روش  پایه  بر  بسیاری  تشخیصی  کیت‌های 
از بدخیمی‌ها وجود دارند. همچنین  انواع مختلفی  برای تشخیص 
عوارض  کاهش  و  سرطان  درمان  برای  شده  شخصی  پزشکی  در 
ناخواسته در اثر استفاده از داروی نامناسب و انتخاب موثرترین دارو 

براساس نوع جهش از این روش استفاده می‌شود ]40[.

  ویروس‌شناسی
تحقیقـات بسـیاری بـرای شناسـایی و بررسـی میـزان ویروس 
 Real-time PCR در نمونه‌هـای آلوده انسـانی بـا اسـتفاده از روش
انجـام شده‌اسـت. به‌عنوان مثال، در تشـخیص ویـروس آبله53، این 
روش حساسـیت بیشـتری نسـبت بـه کشـت سـلول در نمونه‌های 
پوسـتی نشـان داده اسـت. همچنیـن Real-time PCR در مطالعه 
اثـر متقابل ویـروس و میزبان به‌عنوان یک ابزارمناسـب در بررسـی 
میـزان کارایـی ترکیبـات ضدویروسـی اسـت. همچنیـن روش‌های   
Real-time-PCR چندگانـه54 بـرای تشـخیص و تمایـز چندیـن 
ژنوتیـپ ویروسـی در بیمارانـی کـه دچـار نقص ایمنی هسـتند و با 

چنـد ویـروس هم‌زمان آلـوده می‌شـوند کاربـرد دارد ]41[.
بیمـاری کروناویـروس COVID-19( 2019(55، کـه ناشـی 
SARS-( 56

 2 از سـندرم حـاد تنفسـی شـدید ویـروس کرونـا 
ووهـان  در   2019 در سـال  بـار  اولیـن  بـرای  اسـت‌،   )CoV-2
چیـن گـزارش شـد و متعاقبـاً سـازمان بهداشـت جهانـی آن را 
یـک بیمـاری همه‌گیـر اعالم کـرد. تعـداد زیـاد بیمـاران مبتال 
بـه کرونـا در زمان شـیوع ایـن بیمـاری، موجب تکمیـل ظرفیت 
و  سـریع  شناسـایی  بنابرایـن  شـود.  مـی  بیمارسـتانها  پذیـرش 
دقیـق بیمـاران، درمان آنها و جداسـازی این بیمـاران از بیماران 
عـادی اهمیـت زیـادی در مدیریت بهتـر مراکز بهداشـتی خواهد 
 SARS-CoV-2 بـرای بیمـاری Real-time PCR داشـت. روش
تحتانـی  و  فوقانـی  تنفسـی  نمونه‌هـای دسـتگاه  از  اسـتفاده  بـا 
)سـواب نازوفارنکـس، سـواب گلـو و خلـط( اسـتاندارد طلایـی 

بـرای تشـخیص ایـن ویـروس اسـت ]42[.
در حـوزه دامپزشـکی نیـز تشـخیص ویروس‌هـا بـا حساسـیت 
عفونـت  شده‌اسـت.  امکان‌پذیـر   Real-time PCR روش‌  بـا  بـالا 
گربه‌هـای خانگـی بـا ویـروس نقـص ایمنـی گربه‌سـانان57 منجـر 
بـه بیمـاری نقـص ایمنـی کشـنده مشـابه ویـروس نقـص ایمنـی 
انسـانی )HIV-1( در انسـان شده‌اسـت. ایـن موضـوع به پیشـرفت 
تحقیقـات بـه ویـژه در تولید واکسـن‌های کاندید در مـورد ویروس 
مشـابه از نظـر مورفولوژیکـی و ژنتیکـی کمـک کرده اسـت و باعث 
تشـخیص و اندازه‌گیـری بـا حساسـیت بسـیار بـالا بـا اسـتفاده از 
روش Real-time PCR بـرای ایـن ویروس شده‌اسـت. همچنین در 
مـورد عوامل بیماری‌زای مشـترک انسـان و دام تشـخیص و درمان 

بـه موقـع از اهمیـت بالایـی برخوداراسـت کـه بـا روش‌هایـی مثل 
Real-time PCR بـه ایـن مهم دسـت یافته‌اند. مطالعـات دیگر در 
Real- مـورد جنبه‌هـای مختلـف علـوم دامپزشـکی بـا اسـتفاده از

time PCR انجـام شده‌اسـت، به‌عنـوان مثـال، اثـرات عفونت‌هـای 
ویروسـی بـر زنـده مانـدن سـلول‌های بنیـادی عصبـی، تشـخیص 
چندیـن ویـروس، پاسـخ‌های ایمنـی ذاتـی بـه عفونـت ویروسـی، 
عوامـل موثـر در همانندسـازی ویـروس و پروفایـل بیـان ژن در 

هنـگام عفونـت از این مـوارد اسـت ]43[.

  باکتری شناسی
به‌طـور معمـول درمان‌هـای آنتی‌بیوتیکـی بـر پایـه شناسـایی 
باکتـری، براسـاس روش رنگ‌آمیـزی گـرم انجام می‌شـد. امـا تنوع 
بـالای عوامل بیماری‌زای باکتریایی شـناخته شـده منجـر به تغییر 
روش‌هـای شناسـایی ابتدا با اسـتفاده از روش PCR بـا مقدار کمی 
از DNA باکتری و سـپس با اسـتفاده ازReal-time PCR  تسـریع 
شـد. مزایـای ایـن روش نسـبت به روش‌هایی مانند کشـت سـلولی 
و ایمنـی، تشـخیص سـریع‌تر نمونه‌های کند رشـد و سـخت رشـد 
اسـت. تشـخیص سـریع‌تر و دقیق‌تـر نوع باکتـری، تجویـز به موقع 

آنتی‌بیوتیک مناسـب را تسـهیل می‌کنـد ]44[.

  قارچ‌ها
بیمـاری‌زای  قارچ‌هـای  بـرای  تشـخیصی  معمـول  روش‌هـای 
انسـانی در بسـیاری از موارد بسـیار زمان‌بر هسـتند. امـا روش‌های 
تشـخیصی بـر پایـه Real time PCR بسـیار سـریع‌تر از روش‌های 

می‌کنند. عمـل  معمـول 
مایکوتوکسـین‌ها از مهمتریـن آلاینده‌هـای غذایی هسـتند که 
بـه دلیـل اثـرات سـوء در سراسـر جهـان بـه یـک نگرانـی بـزرگ 
تبدیـل شـده‌اند. به‌منظـور غلبـه بر این مشـکل، تشـخیص سـریع 
و مقـرون بـه صرفـه پاتوژن‌هـای منتقـل شـده از مـواد غذایـی در 
سراسـر زنجیـره غذایـی همچنـان یک نگرانـی عمده بـرای صنعت 

و بهداشـت عمومـی اسـت ]44[.
یـک گـروه متخصـص بین‌المللـی در کمیتـه استانداردسـازی 
عوامـل  تشـخیصی  پروتکل‌هـای  توصیـف  به‌منظـور  اروپـا، 
بیمـاری‌زای ناشـی از مواد غذایی بـا اسـتفاده از روش PCR، ایجاد 
 PCR شده‌اسـت. از نظـر این گروه، یـک روش اسـتاندارد مبتنی بر
بـرای تشـخیص پاتوژن‌هـای منتقـل شـده از طریـق مـواد غذایـی 
بایـد از معیارهـای مختلـف از جملـه دقـت تحلیلـی و تشـخیصی، 
امـکان تشـخیص بـالا و پروتکل‌هـای آسـان، در دسـترس و کاربـر 
 Real-time پسـند برای کاربرد و تفسـیر آن برخوردار باشـد. روش
PCR، نسـبت بـه روش‌هـای معمـول تشـخیصی بـرای قارچ‌هـای 
از  بالاتـر  حساسـیت  بـا  و  سـریع‌تر  بسـیار  انسـانی،  بیمـاری‌زای 

روش‌هـای معمـول عمـل می‌کنـد ]45[.

 پزشکی قانونی
فناوری‌هـای پیشـرفته بـرای تجزیه و تحلیل DNA با اسـتفاده 
از توالی‌هـای تکـراری پشـت سـرهم کوتـاه58 تحولـی در تحقیقات 
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پزشـکی قانونـی ایجاد کرده اسـت. یکـی از متداول‌ترین روش‌های 
مـورد اسـتفاده PCR اسـت کـه اطلاعـات دقیـق ژنوتیـپ نمونه‌ها 
را امکان‌پذیـر می‌سـازد. یکـی از روش‌هـای زمان‌بـر در ایـن مورد، 
 Real-time PCR روش لکه‌گـذاری نقطـه‌ای59  اسـت. هـم اکنـون
به‌عنوان یک روش شـناخته شـده در پزشـکی قانونی برای بررسـی 
کمـی DNA هسـته‌ای و میتوکندریایـی انسـانی بـه کار مـی‌رود؛ 
همچنیـن ایـن روش بـرای نمونه‌هایـی بـا تخریـب بـالا از کارایـی 

زیـادی برخودار اسـت ]46[.

 شناسایی محصولات اصلاح شده ژنتیکی60
کشـت محصـولات اصالح شـده ژنتیکـی در بسـیاری از نقـاط 
دانه‌هـای  از  زیـادی  تعـداد  و  اسـت  گسـترش  حـال  در  جهـان 
تراریختـه و محصـولات تولیـد شـده از آنهـا به‌صـورت بین‌المللـی 
از  بسـیاری  در  غذایـی  مـواد  ایمنـی  ارزیابـی  می‌شـود.  عرضـه 
 Real-time و PCR کشـورها اجبـاری شده‌اسـت. روش‌هـای رایـج
PCR امکان تشـخیص این محصولات را با حساسـیت و انتخابگری 
بـالا فراهـم نمـوده کـه هـم اکنـون در بسـیاری از آزمایشـگاه‌های 
کشـور، نمونه‌هـای غذایـی مختلـف مطابـق اسـتانداردهای ملـی و 

بین‌المللـی بـا ایـن روش ارزیابـی می‌شـوند ]47[.

لیسـت خدمات تخصصی آزمون بـر پایه روش  	  
Real Time PCR ثبت شـده در شـبکه آزمایشـگاهی 

راهبردی: فناوری‌هـای 
	

خدمـات آزمایشـگاهی که با روش Real Time PCR توسـط 
آزمایشـگاه‌های ارائـه دهنـده خدمـات تخصصـی آزمـون انجـام 
می‌شـود، بسـیار متنـوع اسـت. شـبکه آزمایشـگاهی فناوری‌های 
و  دسـتگاه‌ها  اشـتراک‌گذاری  بـه  پلتفـرم  به‌عنـوان  راهبـردی، 
ارائـه خدمـات آزمایشـگاهی کشـور، تاکنـون خدمـات آنالیـزی 
بـه شـرح زیـر ثبـت  را   Real Time PCR بـه روش  متنوعـی  

اسـت: کرده 
  آزمـون تشـخیص آلودگی‌هـای ترپونمـا پالیدومـی بـا روش

Real time PCR؛
  آزمون‌هـای ژنتیـک و مولکولی با دسـتگاه واکنش زنجیره‌ای 

پلیمراز هم‌زمان Real Time PCR؛
 -Real-time PCR روش  بـا  میتوکندریائـی   DNA آنالیـز   

انـواع تریزومـی بـا روش Real Time PCR؛ آنالیـز بررسـی 
بـه  پنومونیـا  اسـترپتوکوکوس  حساسـیت  بررسـی  آنالیـز   

Real-time PCR؛ روش  بـا  پنی‌سـیلین 
 آنالیـز بررسـی فرآیندهـای زیسـتی در سـلول‌های زنـده بـا 

Real-time PCR؛ روش 
 آنالیـز بررسـی میزان اثربخشـی داروهـا و مانیتورینگ داروها 

با روش Real-time PCR؛
 آنالیز بررسی هاپلوتایپینگ با روش Real-time PCR؛

 آنالیـز بیـان ژن بـا روش Real-Time PCR بـرای نمونه‌هـا و 
جانوری؛ بافت‌هـای 

 آنالیـز بیـان ژن بـا روش Real-Time PCR بـرای نمونه‌های 
میکروبـی )باکتـری، قارچ، ویـروس و غیره(؛

 آنالیـز بیـان ژن بـا روش Real-Time PCR بـرای نمونـه و 
انسـانی؛ بافت 

نمونـه  بـرای   Real-Time PCR بـا روش  بیـان ژن  آنالیـز   
و خوراکـی؛ گیاهـی 

 آنالیز تراریختگی به روش Real-time PCR؛
 آنالیـز تشـخیص انـواع جهش‌هـای ژنتیکـی شـامل الحـاق، 

حـذف و موتاسـیون نقطـه‌ای بـا روش Real-time PCR؛
 آنالیـز تشـخیص سـریع آلودگـی بـه مننگوکـوک بـا روش 

Real-time PCR؛
 آنالیـز تشـخیص غیرفعال شـدن ژن‌ها در کرومـوزوم با روش 

Real-time PCR؛
 Real-time آنالیـز تعییـن تعـداد کپـی از هـر ژن بـا روش 
،Real-time PCR یـا آنالیز سـنجش میزان بیان ژن بـا روش PCR

 Real-time آنالیـز تعییـن مقـدار ژن و زیگوسـیتی بـا روش 
PCR؛

 Real-time بـا روش DNA آنالیـز تعییـن میـزان آسـیب بـه 
PCR؛

 آنالیـز تعییـن میـزان تمـاس بـا اشـعه رادیواکتیـو بـا روش 
Real-time PCR؛

Real- با روش HLA آنالیـز تعیین همسـانی در لوکوس‌هـای 
time PCR؛

 آنالیز داده‌های خام Real-time با استفاده از سامانه محاسباتی 
زیست‌شناسی؛

 آنالیـز رسـوب کروماتیـن بـا اسـتفاده از اتصـال آنتـی‌ژن- 
Real-time PCR؛ روش  بـا  آنتی‌بـادی 

Real- آنالیـز سـنجش ایمنی زیسـتی و پایداری ژن بـا روش 
time PCR؛

 Real-time آنالیز سـنجش صحـت نتایج در آرایه‌ها بـا روش 
PCR؛

یـا   Real-time PCR بـا روش  ویروس‌هـا  آنالیـز سـنجش   
Real time PCR؛ روش  بـا  ویروسـی  آلودگی‌هـای  تشـخیص 

 آنالیز شناسایی متیلاسیون با روش Real-time PCR؛
 آنالیز شناسایی عوامل پاتوژن با روش Real-time PCR؛

 آنالیـز شناسـایی مایکوباکتریـوم توبرکولوزیـس و گونه‌هـای 
مقـاوم بـا روش Real-time PCR؛

 آنالیـز شناسـایی پاتوژن‌هـای میکروبـی در آب‌هـای محیطی 
بـا روش Real-time PCR؛

Real- آنالیـز پیونـد سـلول‌های بنیـادی خونسـاز بـا روش 
time PCR؛

 آنالیز ژنوتایپینگ با Real-Time PCR به روش HRM؛
 آنالیـز کمـی گزارشـگرهای میکروسـاتلیت‌ها )ریزماهـواره( با 

روش Real-time PCR؛
 تشـخیص آلودگی‌های مایکوپلاسـمایی در نمونه‌های سـلولی 

.Real time PCR با روش
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پی‎نوشت

1. دانشجوی دکترای تخصصی بیوتکنولوژی، دانشگاه فردوسی مشهد، 
موسسه پژوهشی علوم و صنایع غذایی مشهد، آزمایشگاه بیوتکنولوژی
2. دانشجوی دکترای تخصصی بیوتکنولوژی، دانشگاه فردوسی مشهد
3. دانشجوی دکترای تخصصی بیوتکنولوژی، دانشگاه فردوسی مشهد

4. کارشناسی ارشد بیوتکنولوژی، شرکت پارسیان بهینه پایش
5. کارشناسی ارشد مهندسی ژنتیک، شرکت پارسیان بهینه پایش

6. دکترای تخصصی نانوفناوری پزشکی، مرکز تحقیقات ریزفناوری 
زیستی، پژوهشگاه فناوری‌های نوین علوم زیستی جهاد دانشگاهی-

ابن‌سینا
7. عضو کارگروه تخصصی زیست‌فناوری

8. Polymerase chain reaction (PCR)
9. Primers
10. Real-time Polymerase Chain Reaction 
11. Denaturation
12. Gel electrophoresis
13. Early exponential phase
14. Baseline phase
15. Exponential phase
16. Plateau
17. Fluorescent background 
18. Cycle threshold (Ct)
19. Crossing point (CP)
20. Ethidium Bromide
21. SYBR® Green
22. SYBR® Gold
23. SYTO
24. BOXTO
25. BEBO
26. EvaGreen
27. Reporter
28. Quencher
29. Scorpion
30. LUX
31. Amplifluor

32. Angler
33. Cycliocon
34. TaqMan
35. Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)
36. Molecular Beacon
37. HyBeacon
38. Single-Nucleotide Polymorphism (SNP)
39. Motif
40. Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
41. National Center for Biotechnology Information 
(NCBI)
42. Forward
43. Reverse
44. Self annealing
45. OligoPerfect 
46. Primer Express®
47. Baseline
48. Threshold
49. Absolute
50. Relative
51. Efficiency calibrated model
52. Personalized medicine
53. Varicella-zoster 
54. Multiplex
55. Coronavirus
56. Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
57. Feline immunodeficiency virus (FIV)
58. Short tandem repeats (STR)
59. Slot blot
60. Genetically modified organisms (GMO)

Real-time PCR یک روش رایج برای تشخیص و تعیین کمی پروفایل بیان ژن‌های مورد نظر است. این روش قادر به 
تشخیص محصولات در حین واکنش به کمک مولکول‌های گزارشگر فلورسنت است. آغازگرهای طراحی شده، روش‌های 
تشخیص فلورسنت و آنالیز صحیح داده‌ها از عوامل تاثیرگذار بر کارایی Real-time PCR هستند. حساسیت و انتخابگری بالا، 

سرعت و تکرارپذیری بالای این روش سبب کاربرد گسترده آن در علوم مختلف شده‌است.
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Real-time PCR has become one of the 
most widely used methods of gene quantitation  
because it has a large dynamic range, excellent 
sensitivity and specificity, has little to no post-
amplification processing. However, optimal 
benefit from these advantages requires a clear 
understanding of the many options available for 
running a real-time PCR experiment and its ac-
curate application. Real-time PCR provides the 
amplification of a targeted DNA molecule and 
reports it using fluorescent reporter molecules 
during the amplification reaction. This review 
article discusses the principles of the real time 
reaction equipment utilized in the process, fluo-
rescent detection systems, data analysis meth-
ods and several applications of this technique.
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